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【背景】 
	 サルコペニアは筋肉減少症を意味し、進行に伴って筋量、筋力、機能の低下
につながることで ADL 低下や廃用，骨折の危険因子とも言われ近年進む超高齢
社会において非常に重要な病態である．しかしながらそのメカニズムの詳細は
解明されていない。一方、老年医学の研究では心筋梗塞、糖尿病，内分泌領域
などの生活習慣病や癌など様々な加齢疾患において酸化ストレスが重要な病因
として注目され，分子生物学的には細胞のアポトーシスに関連する重要な経路
である MAPK (Mitogen-activated protein kinases) 経路を活性化することでアポト
ーシスをはじめとする負の影響を細胞に及ぼすことが示されている。この酸化
ストレスの筋萎縮・サルコペニアへの関与については少数の報告はあるが，そ
れによりもたらされるアポトーシスの機序がサルコペニアと関連するかについ
ては未だ不明である．さらに酸化ストレスを抑制する抗酸化剤がこのアポトー
シス経路を阻害できればサルコペニア発症を抑制できる可能性があるが，これ
についても詳細な報告はない．ここでは抗酸化剤のひとつである NAC
（N-acetyl-L-cysteine）に着目し，酸化ストレスによるアポトーシス経路を抑制
することでサルコペニアの発症抑制に影響しうるかについても併せて検討した． 
 
【目的】 
	 サルコペニアにおける酸化ストレスの関与および抗酸化剤の効果を in vitro、
in vivo にて検討すること 
 
【方法】 
	 まず in vitro では筋芽細胞を用いた。酸化ストレス誘発剤である H2O2 による
MAPK 活性化に対する NAC の効果を western blot にて検討した。さらに H2O2
による apoptosis・細胞死への NAC の効果を細胞免疫染色や顕微鏡における細胞
数カウント評価、MTT assay にて評価した。in vivo では筋萎縮モデルとして坐骨
神経切断モデルを用いた。8 週齡、SD ラット (n=6) に 2 週間 NAC、水をそれぞ
れ投与し、2 週時に坐骨神経を切断した。さらに 2 週後に腓腹筋を摘出し、全体
重、腓腹筋の筋湿重量を測定し、さらに組織免疫染色、western blot にて検討を
行った。 
 
 
【結果】 
	 筋芽細胞において、H2O2 刺激が MAPK の活性化を誘導するが、NAC 前処置
にて活性化を抑制することを western blot により確認した。細胞免疫染色では
H2O2 刺激にて核凝集、さらにミトコンドリアからの Cytochrome c の細胞内
release を認めた。これらのことから H2O2 による刺激が細胞のアポトーシスを
誘導していることを確認した。一方でこのアポトーシスは、NAC 前処置により
抑制されていることが確認された 。続いて、顕微鏡にて H2O2 刺激による細胞
死の形態的・定量的な評価を行った。酸化ストレスにより誘導されたアポトー
シスによる細胞死は NAC 前処置にて改善を認めた。さらに MTT assay にて生存
率を評価したところ H2O2 刺激にて時間依存的に筋芽細胞の生存率は低下した
が、NAC 前処置にて生存率は改善した。続いて坐骨神経切断に引き続く筋萎縮
を生じた動物モデルをサルコペニアモデルとし、in vivo 実験を行った。3 群間に
おいて全体重に有意差は認めなかったが，腓腹筋の所見については肉眼的に
axotomy 群で sham 群に比し著明に腓腹筋の筋萎縮を認めたが、NAC 群では筋萎
縮の改善を認めた。さらに、腓腹筋の筋湿重量は sham 群と比較し axotomy 群で
は有意に減少するも NAC 群では有意に改善を認めた。続いて、腓腹筋における
酸化ストレスの関与を検討するために腓腹筋内における酸化ストレスマーカー
であるニトロチロシンの発現量を western blot にて評価した。Axotomy 群では
sham 群と比較しニトロチロシンの発現量増加を認めるが、NAC 内服群では減少
を認めた。次に HE 染色にて組織学的な評価を行ったところ，Sham 群では筋束
面積が維持されているのに対し axomy 群では筋束面積の大小不同、さらに結合
組織の増殖を認めたが、NAC 内服群では改善を認めた。さらに形態の定量化の
ため腓腹筋の短軸方向の横断面積（CSA）を計 200 fiber にて計測し分布像を評
価した。さらに平均 CSA にて評価を行ったところ、sham 群と比較し、axotomy
群では著明に CSA の減少を認めたが、NAC 群では有意に改善を認めた。これら
のことより NAC が神経原性筋萎縮に効果があることを示した。 
 
【考察】 
	 本研究では、in vitro において筋芽細胞内で酸化ストレスが MAPK を介し、ア
ポトーシス・細胞死を誘導し、NAC がこれを改善することを示した。in vivo で
はサルコペニアモデル動物において神経切断が酸化ストレスを介し、筋萎縮を
誘導し、NAC 内服にて筋萎縮を改善することを示した。 
	 これまでに報告された酸化ストレスと筋萎縮の関連について，フラボノイド
が抗酸化作用にて骨格筋の筋萎縮を抑制する、また脂溶性ビタミンであるビタ
ミン E は抗酸化作用にて活性酸素種 (ROS)を還元し、アポトーシス・細胞死を
抑制するなどの報告がある。しかし、抗酸化剤である NAC が筋萎縮を抑制する
か否かについては明らかにされていなかった。本研究では、神経原性筋萎縮サ
ルコペニアモデルにおいてNACが抗酸化作用にて筋萎縮を抑制することを示し
た。また、NAC は本邦では臨床応用されており、さらに海外ではサプリメント
として用いられていることから、安全性の高い内服薬である NAC の効果を示し
た本研究は臨床的に価値があると考える。 
	 しかし、本研究では大きく三つ limitation がある。一つ目が in vivo においてア
ポトーシスの関与を示していないことである。今後、TUNEL 染色、Annexin V
染色などによる検討が必要であろう。二つ目は筋芽細胞を用いていることであ
る。生理条件を評価するのであれば、その派生細胞である筋衛星細胞や筋管細
胞の評価も必要と考える。三つ目がサルコペニアモデル動物として坐骨神経切
断モデルを用いていることである。これについては現在、サルコペニアモデル
動物が研究されている段階であり、モデルについては未だ統一の見解は得られ
ていないのもまた事実である。今後は一次性モデルである老化促進マウス（SAM
マウス）や二次性モデルである後肢懸垂モデルなどでより多角的に評価してい
く方針である。 
 
【結論】 
	 本研究では、筋萎縮性サルコペニア動物モデルを用いた in vitro、in vivo での
実験において酸化ストレスが筋萎縮に関与し、抗酸化剤である NAC が神経原生
筋萎縮を抑制することを示した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
